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Centrum biologických hodin je v případě potkana i dalších savců uloženo 
v suprachiasmatických jádrech hypotalamu (SCN). Neurony těchto jader vykazují cirkadiánně 
rytmickou aktivitu a časově koordinují fyziologické funkce organismu tak, aby byly vzájemně 
optimálně načasovány a probíhaly ve správnou denní dobu. Rytmicita těchto neuronů je na 
molekulární úrovni založena na transkripčně-translačních zpětnovazebných smyčkách 
v expresi tzv. hodinových genů. V průběhu ontogeneze se spontánní rytmicita v SCN 
graduálně rozvíjí od prenatálního období a je pod přímým vlivem mateřského organismu. 
Mechanismy jeho působení zkoumají dvě publikace, na nichž je postavena tato rigorózní práce. 
První z nich se zabývá tím, od kterého dne prenatálního vývoje začíná být exprese 
hodinových genů v SCN rytmická. Jsou v ní za fyziologických podmínek porovnány dva 
24hodinové profily fetálních SCN dvou různých věků. Ukázalo se, že zatímco v 21. dni 
embryonálního vývoje jsou již všechny tři sledované hodinové geny (Bmal1, Per2 a Rev-erbα) 
exprimovány rytmicky, v 19. dni vývoje je rytmicky přepisován pouze gen Rev-erbα.  
Druhá publikace je zaměřena na vliv mateřského melatoninu na nastavení fáze hodin 
novorozených potkaních mláďat. V experimentu byly použity březí behaviorálně arytmické 
samice vystavené stálému světlu, kterým byla v posledních 5 dnech březosti podávána 
pravidelná injekce melatoninu, popřípadě vehikula. Následně byl stanoven 24hodinový profil 
exprese genů c-Fos a Avp v SCN novorozených mláďat. Porovnání obou skupin ukázalo, že 
melatonin seřídil rytmy v mláděcích SCN do jiné fáze než vehikulum. Druhý pokus provedený 
podle stejného schematu na pinealektomovaných samicích potvrdil synchronizující účinek 
melatoninových injekcí. Vehikulum v tomto případě neseřídilo expresi genu c-Fos a jen slabě 
expresi genu Avp. Výsledky obou pokusů ukázaly, že mateřský melatonin hraje roli 

















In mammals, the central biological clock is located in the suprachiasmatic nuclei of the 
hypothalamus (SCN). Neurons of the SCN display circadian rhythmic activity and coordinate 
physiological functions within a day. At the molecular level, the rhythmicity of these neurons 
is based on transcriptional-translational feedback loops in the expression of so-called clock 
genes. During ontogenesis, the spontaneous rhythmicity evolves in the SCN gradually from the 
prenatal period and is affected by the maternal organism signals. The mechanisms of the 
maternal entrainment were investigated in two publications, which this thesis is based on. 
The first publication aimed to determine when the clock gene expression begins to be 
rhythmic in the SCN during the prenatal development of the laboratory rat. Two 24-hour clock 
gene expression profiles in the fetal SCN were compared under physiological conditions at two 
different development stages. The result showed that all three measured clock genes (Bmal1, 
Per2 and Rev-erbα) were expressed rhythmically on the 21st day of the embryonic 
development. However, only the expression of gene Rev-erbα was found to be rhythmic at the 
embryonic day 19. 
In the second publication, we investigated the effect of the maternal hormone melatonin 
on the entrainment of the circadian clock in the SCN of newborn rat pups. The pregnant rat 
dams were exposed to constant light and became behaviorally arrhythmic. During the last five 
days of gestation, they were injected with either melatonin or vehicle regularly. After delivery, 
the 24-hour expression profiles of genes c-Fos and Avp were assessed in SCN of newborn 
pups. The comparison of both groups demonstrated, that the melatonin injections entrained the 
pup SCN clock to the different phase than the vehicle injections. The second experiment was 
performed in pinealectomized rat dams according to the same experimental scheme. The 
results confirmed the synchronizing effect of melatonin injections. In this case, the vehicle did 
not entrain the expression of the gene c-Fos and only slightly entrained the Avp expression. 
Altogether, the results show that the maternal melatonin plays a role in the synchronization of 
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Seznam použitých zkratek 
 
AVP  arginin-vasopresin 
Bmal1  z angl. brain and muscle ARNT-like 1 
CCG  z angl. clock-controlled genes, hodinami kontrolované geny,  
CLC  z angl. cardiotrophin-like cytokine 
Clock  z angl. circadian locomotor output cycles kaput 
Cry  z angl. cryptochrome 
E14 (En) 14. (n.) den embryonálního vývoje 
GABA  z angl. gamma-aminobutiric acid, kyselina γ-aminomáselná 
MT1 a MT2 vysokoafinitní melatoninový receptor 1 a 2 
Nr1d1  z angl. nuclear receptor subfamily 1 group D member 1, jinak též Rev-erbα 
PACAP z angl. pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 
PAS doména vazebná doména popsaná na proteinech Per, Arntl a Single-minded 
PCR  z angl. polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce 
Per  z angl. period 
PVN  z angl. paraventricular nuclei, paraventrikulární jádra hypotalamu 
Rev-Erbα hodinový gen původně nalezen na antisense řetězci kódujícím gen Erbα 
Rorα  z angl. retinoic acid receptor-related orphan receptor α 
SCN  z angl. suprachiasmatic nuclei, suprachiasmatická jádra hypotalamu 
TGFα  z angl. transforming growth factor alpha 















Co to jsou biologické hodiny 
Biologické hodiny jsou schopnost živých organismů předjímat pravidelné změny 
v prostředí a připravit se na ně. Jsou pozorovány u všech typů organismů od bakterií přes 
rostliny po savce, které žijí v periodicky proměnlivém prostředí. Pravidelnost a tedy 
předvídatelnost změn v životním prostředí spojených se střídáním dne a noci je pro všechny 
organismy velice důležitá, neboť se tak lze dopředu připravit např. na kolísání okolní teploty, 
změny v přístupu k potravě, podmínky predace i období spánku. V důsledku toho je i chování 
organismů v měřítku dnů rytmické a rytmické přetrvává i za zcela neperiodických podmínek 
(například ve stálé tmě). Proto o biologických hodinách mluvíme jako o vnitřním oscilátoru, 
tedy endogenní vlastnosti organismu, a nikoliv jako o pasivní reakci na okolní podněty. 
Za neperiodických podmínek ovšem běží hodiny s periodou nikoliv přesných, ale pouze 
přibližných 24 hodin, jde tedy o cirkadiánní rytmy (latinsky circa - přibližně, dies - den). Pokud 
je tato vnitřní perioda delší než 24 hodin (u potkana typicky 24,2 hod1), pak organismus za 
neperiodických podmínek začíná svůj subjektivní den stále později a při tzv. volném běhu 
v čase se celý jeho cirkadiánní systém opožďuje. Naopak v případě, že je vnitřní perioda kratší 
než 24 hodin, začíná subjektivní den stále časněji a cirkadiánní systém se předbíhá. 
Aby se takové nepřesnosti vyrovnaly a aby se biologické hodiny byly schopné 
přizpůsobit i změnám délky dne v průběhu roku, seřizuje se cirkadiánní systém řadou 
korekčních mechanismů, které jej co nejpřesněji synchronizují s aktuálním slunečním časem. 
Nejsilnějším synchronizačním stimulem je v případě savců světlo dopadající na sítnici, na které 
hodiny v první polovině noci reagují opožděním a v druhé polovině předběhnutím2. Slabší 
měrou působí na hodiny i stresový stimul3, pohybová aktivita4, příjem potravy5, sociální 
interakce6, nebo farmakologicky účinné látky7. V experimentální praxi pravidelně stojíme před 
úkolem zjistit, v jaké fázi dne se právě daný cirkadiánní systém nachází. Okamžitý stav 
biologických hodin lze nejlépe odečíst ze záznamu pohybové aktivity, hladiny hormonů 
(nejčastěji melatoninu), nebo z míry exprese tzv. hodinových genů. 
 
 
Obr. 1 Znázornění základních cirkadiánních pojmů na rytmické veličině. 
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Centrální hodiny jsou uloženy v suprachiasmatických jádrech 
Řídícím centrem biologických hodin jsou v případě laboratorního potkana i dalších savců 
suprachiasmatická jádra (SCN) v hypotalamu8. Jedná se o párová jádra uložená při spodině 
třetí mozkové komory těsně nad křížením zrakových nervů (znázorněno na obr. 2). Neurony 
těchto jader projevují spontánně rytmickou metabolickou9 i elektrickou aktivitu10 a po jejich 
lézi vymizí rytmus v chování celého organismu11. Každé z jader lze funkčně i morfologicky 
rozdělit na ventrolaterální a dorzomediální část. Funkce dorzomediálních SCN spočívá 
v udržení endogenní rytmicity a pro jejich neurony je charakteristická tvorba neuropřenašeče 
arginin-vasopresinu12 (AVP). Ventrolaterální SCN zpracovávají informace o vnějších 
světelných podmínkách a jejich neurony produkují vasoaktivní intestinální peptid13 (VIP). 
Mimoto je možné mezi neurony SCN identifikovat řadu jiných podskupin na základě exprese 
určitého neuropeptidu, například somatostatinu14, gastrin uvolňujícího peptidu15, kalretininu16, 
neurotensinu17, kyseliny γ-aminomáselné18 (GABA) a dalších. 
Samotná funkce oscilátoru je v SCN umožněna propojením jednotlivých buněk do 
komplexní neuronální sítě. Na buněčné úrovni totiž každý jeden neuron vykazuje rytmickou 
elektrickou i transkripční aktivitu o vlastní individuální periodě19. Teprve vytvořením 
synaptické sítě mezi těmito nepřesnými buněčnými oscilátory vzniká poměrně přesný oscilátor 
na úrovni tkáňové20. Synchronizaci tohoto vnitřního oscilátoru s vnějšími podmínkami zajišťují 
tři hlavní informační vstupy do SCN. Retinohypotalamický trakt přivádí ze sítnice přes 
zrakový nerv informace o vnějších světelných podmínkách a jeho neuropřenašeči jsou glutamát 
a PACAP21,22. Genikulohypotalamický trakt přenáší nepřímo světelné i nesvětelné podněty 
přes intergenikulátní lístek talamu a jeho neuropřenašeči jsou neuropeptid Y, GABA a 
enkefalin23,24. Třetím vstupem je serotonergní dráha z nuclei raphe25. 
Zpracovaná časová informace je z SCN rozváděna četnými projekcemi do přilehlých 
oblastí hypotalamu. Hlavní převodní pákou jsou pro SCN neurony paraventrikulárního jádra 
(PVN), které ovlivňují buďto přímo, nebo přes interneurony v subparaventrikulární oblasti26. 
SCN takto působí jednak na neuroendokrinní buňky PVN a uplatňují tak časovou regulaci 
například na osu hypotalamus-hypofýza-nadledvinky27, a jednak na preautonomní neurony 
PVN, od kterých začínají multisynaptické dráhy sympatické i parasympatické inervace28. Další 
výstupní dráhy jsou známy do mediální preoptické oblasti, dorzomediálních hypotalamických 
jader, nebo na orexinové neurony v laterálním hypotalamu26. Krom toho také SCN uvolňují do 
mozkomíšního moku hormony AVP29, TGFα30, prokineticin 2 31, nebo CLC32, kterými jsou 
schopny kontrolovat lokomoční aktivitu. 
 
 
Obr. 2 Poloha suprachiasmatických jader na frontálním řezu potkaním mozkem. OCh - křížení 





Za pravidelnými oscilacemi stojí rytmická genová exprese 
Jak již bylo řečeno, každý neuron suprachiasmatických jader laboratorního potkana je 
malým autonomním oscilátorem s rytmickou neuronální i metabolickou aktivitou. Na 
molekulární úrovni vycházejí tyto spontánní rytmické projevy z exprese tzv. hodinových genů, 
to jest genů, bez nichž by chod hodin nebyl vůbec možný. Patří mezi ně především geny Clock, 
Bmal1, Per1, Per2, Cry1, Cry2, Rorα a Rev-erbα (jiným označením Nr1d1)33,34,35. Základem 
samotného hodinového mechanismu jsou dvě transkripčně-translační zpětnovazebné smyčky 
genů, které potlačují svoji vlastní expresi (schema molekulárního mechanismu na obr. 3). Na 
počátku dne se v SCN silně přepisují geny Bmal1 a Clock, přičemž transkripce genu Clock je 
konstantní. Jejich proteiny v cytoplasmě vytvářejí pomocí tzv. basic helix-loop-helix PAS 
domény heterodimer36 a vstupují zpět do jádra, kde se touto DNA-vazebnou doménou vážou na 
E-box sekvence DNA a působí jako transkripční faktory37. Takto aktivují transkripci mimojiné 
hodinových genů Per a Cry, jejichž exprese tedy v průběhu dne stoupá. Proteiny PER a CRY 
rovněž vytvářejí v cytoplasmě heterodimery pomocí dimerizační PAS domény a vstupují do 
buněčného jádra. Tam ovšem působí jako represory transkripce, blokují činnost heterodimerů 
CLOCK:BMAL1 a inhibují tak svůj další přepis38,39. K večeru tak transkripce genů Per a Cry 
vrcholí a během noci opět klesá k rannímu minimu. Kromě genů Per a Cry indukuje 
transkripční faktor CLOCK:BMAL1 také přepis genů Rorα a Rev-erbα, které tvoří druhou 
zpětnovazebnou smyčku40. Jejich proteinové produkty také fungují jako transkripční faktory a 
to na RORE sekvenci DNA. Ta se nachází také v promotoru genu Bmal1 a Rorα na ni působí 
pozitivně41, kdežto Rev-erbα negativně42. V důsledku tak transkripce genu Bmal1 v první 
polovině dne prudce klesá a stoupá až v průběhu noci, zatímco exprese genů Rorα a Rev-erbα 
vrcholí v průběhu dne a během noci je na svém minimu. Říkáme tedy, že Bmal1 je proti 
ostatním rytmickým hodinovým genům exprimován v protifázi. Tento základní molekulární 
mechanismus je dále podepřen mnoha dalšími regulacemi, které mu dodávají robustnost a 
pravidelnost. Patří mezi ně fosforylace hodinových proteinů, jejich ubikvitinace a včasná 
degradace v proteazomu43, acetylace histonů a remodelace chromatinu44, mikroRNA45 a další 
mechanismy, které jsou stále předmětem zkoumání. Důležitým výstupem hodinového 
mechanismu jsou tzv. hodinami kontrolované geny, jejichž trankripci hodinové geny jakožto 
trankripční faktory spoluregulují46. Přepis hodinami kontrolovaných genů proto bývá rovněž 
rytmický a pomáhá přenášet časovou informaci k dalším fyziologickým procesům. 
 
Každá buňka těla nese své malé hodiny 
Podobně jako neurony SCN představují i buňky periferních orgánů malé buněčné 
oscilátory, jejichž rytmicita je založena na expresi hodinových genů. Funkční buněčné 
oscilátory byly nalezeny například v buňkách jater, plic, svalů47, nebo třeba hipokampu48. 
Narozdíl od oscilátoru centrálního však periferní tkáňové oscilátory nedokáží samy rytmické 
oscilace udržet a po vynětí z organismu49 nebo po lézi SCN50 se jednotlivé buňky mezi sebou 
desynchronizují a rytmus přestane být navenek patrný. Úkolem centrálního oscilátoru v SCN 
tedy je synchronizovat jednotlivé buněčné oscilátory na úrovni tkáně i jednotlivé orgány mezi 
sebou, čehož dosahuje kombinací neuronálního a hormonálního působení, jak bylo popsáno 
výše. Obvykle bývá u periferních orgánů pozorováno fázové zpoždění 3-9 hodin za SCN46. 
Hodiny v některých orgánech mohou při své synchronizaci podléhat také vlivům tělesné 
teploty51, anebo načasování příjmu potravy - například játra, nebo trávicí soustava52. Za 
optimálních fyziologických podmínek tedy všechny buňky určitého orgánu sladí svou činnost 
na stejný čas, společným přepisem hodinami kontrolovaných genů synchronizují své 
fyziologické funkce a touto synergií dosahují vyššího společného efektu. Uvádí se, že přepis až 
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10 % mRNA je načasován vlivem regulace SCN53,54. Oproti tomu při disorchestraci 
cirkadiánního systému, u člověka například vlivem pásmové nemoci nebo směnného provozu, 
dochází k vzájemnému nesouladu uvnitř orgánů i mezi orgánovými soustavami, což kromě 
únavy a osobního nepohodlí může v dlouhodobém měřítku vést i k rozvoji závažných 




Obr. 3 Schema molekulárního mechanismu vzniku cirkadiánních oscilací dle Ko a Takahashi 
2006 
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 doplněné o symbolické znázornění fázových vztahů expresí  hodinových genů v SCN. 
Zkratka Ccg značí hodinami kontrolované geny (angl. clock-controlled genes). 
Melatonin jako cirkadiánní posel 
Jedním z důležitých signalizačních hormonů cirkadiánního systému je melatonin. Je 
syntetizován v mozku v šišince z prekurzoru serotoninu dvěma klíčovými enzymy 
arylalkylamin-N-acetyltransferázou a hydroxyindol-O-metyltransferázou a následně 
secernován do krve58. Zatímco je hladina melatoninu v průběhu dne nedetekovatelná, během 
noci prudce stoupá a na osvětlení sítnice reaguje náhlým poklesem59. Stává se tak pro 
organismus signálem tmy a v průběhu roku dokonce měřítkem délky dne. Načasování jeho 
sekrece i světelná inhibice jsou řízeny drahou, která vede z SCN přes PVN do míšních 
pregangliových sympatických neuronů a odtud do gaglion cervicale superior60, které 
noradrenergně řídí syntézu a výlev melatoninu v šišince61,62. Cirkadiánní melatoninový signál 
je v organismu rozpoznáván dvěma typy vysokoafinitních membránových receptorů MT1 a 
MT2, které jsou spřažené s G-proteiny63,64. Tyto receptory jsou v organismu rozptýleny 
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v mnoha typech tkání, včetně jater65, srdce66, vaječníků67, varlat68, nadlevin69, bílých krvinek70, 
nebo mozku, kde je najdeme i v SCN71, PVN72, pars tuberalis adenohypofýzy73, nebo 
v hipokampu74. Mechanismus účinku aktivovaných receptorů se dosti liší podle typu tkáně, 
obvykle však zahrnuje utlumení činnosti adenylylcyklázy a pokles hladiny cAMP75, deaktivaci 
proteinkinázy A76 a posílení aktivity fosfolipázy C77. Farmakologické působení melatoninu 
přímo zpět na centrální ocilátor v SCN je sice možné78, ale za fyziologických podmínek 
k němu nedochází, protože funkčnost melatoninových receptorů je zde vymezena pouze na 
pozdní odpoledne, tedy na dobu před začátkem melatoninové signalizace79. Pokud přesto 
zvnější melatoninový signál před stmíváním podáme, neurony v SCN zareagují okamžitým 
utlumením aktivity71 a změnou v expresi genů Rorβ a Rev-erbα80, což potom nazítří vede 
k předběhnutí celého hodinového mechanismu. Tohoto efektu lze s výhodou využít při léčbě 
některých cirkadiánních spánkových poruch81 anebo v případě slepců neschopných 
synchronizace s většinovou společností82. 
 
Hodiny začínají svůj chod už během embryonálního vývoje 
Novorozená mláďata laboratorního potkana přicházejí na svět po 22 dnech 
nitroděložního vývoje slepá, holá a odkázaná na péči matky, přesto u nich lze pozorovat 
cirkadiánní rytmicitu. Brzy po porodu lze v jejich SCN zachytit rytmickou expresi hodinových 
genů83, jejíž fáze je od narození nastavena matkou84, nicméně samostatné behaviorální projevy 
řízené mláděcími SCN byly pozorovány až desátého dne života85 a většina autorů považuje za 
skutečně autonomní až rytmy v chování mláďat po odstavu ve čtvrtém týdnu života86. Při 
pátrání po ontogenetických počátcích rytmických jevů vývojové studie ukázaly, že se neurony 
SCN zakládají kolem 14. dne embryonálního vývoje (E14) a v E17 jsou již všechny buňky 
utvořeny87. Vývoj buněk však pokračuje dále a hustá synaptická síť se dotváří až prvních deset 
dní po porodu87. Teprve s jejím ustavením vzniká plnohodnotný buněčný oscilátor, který je 
schopen udržet vnitřní rytmicitu88, prohlubuje robustnost cirkadiánních oscilací89, nebo 
například vrátkuje citlivost ke světlu90. Počínaje věkem E19 je zachycena první rytmická 
aktivita fetálního SCN, a sice ve spotřebě glukózy, která je vyšší ve dne nežli v noci91. V E22, 
těsně před porodem, byl také ve starší literatuře zaznamenán rytmus v neuronální aktivitě 
SCN92. Novější literatura se věnuje zkoumání embryonálních rytmů z hlediska genové exprese 
a nachází první rozdíly mezi dnem a nocí v případě hodinami kontrolovaného genu Avp již 
v E2193. V tom, kdy přesně začíná být exprese hodinových genů v SCN rytmická a rozbíhá se 
tedy vlastní rodící se hodinový mechanismus, se však literatura rozchází. Jedna autorská 
skupina nenalezla rytmus v expresi genů Per1 ani Per2 dříve než druhého dne po porodu a u 
genů Cry1 a Bmal1 ještě o den později83. Jiná skupina autorů změřila rytmickou expresi Per1 i 
Per2 již v E2094. Obě skupiny při měření postupovaly metodou hybridizace in situ a proto se 
otvírala možnost prověřit počátky rytmické exprese novější a přesnější metodou laserové 
mikrodisekce a následné kvantitativní PCR, kterou jsme využili v publikaci In Vivo Initiation 
of Clock Gene Expression Rhythmicity in Fetal Rat Suprachiasmatic Nuclei. 
 
Rytmy hodinových genů začínají od Rev-erbα 
Pro bližší vhled do přirozeného vývoje embryonálního hodinového mechanismu 
laboratorního potkana jsme připravili dva 24hodinové embryonální profily, jeden pro věk E19 
a druhý pro E21, tedy těsně před porodem. To znamená, že jsme ze skupiny březích samic ve 
stejném stadiu gestace po dobu 24 hodin každé 3 hodiny odebrali jednu a hlavičky jejích 
embryí uchovali zmražené pro pozdější zpracování. Z fetálních mozků jsme připravili tkáňové 
řezy, z nichž byla pomocí laserového mikrodisektoru vypreparována samotná SCN a z těch 
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dále pomocí komerčního kitu vyizolována RNA. Následná reverzní transkripce a kvantitativní 
PCR nám pak umožnily sledovat změny v expresi vybraných genů v průběhu daného 
24hodinového profilu. Získaná data jsme podrobili kosinorové analýze, která statisticky 
rozhoduje, zda lze naměřenými hodnotami lépe proložit vodorovnou přímku (absence rytmu), 
nebo sinusovou křivku (model rytmu). 
Z výsledků našeho pokusu, jak může čtenář nahlédnout na obr. 4, jednoznačně vyplývá, 
že ve věku E19 embryonální hodiny v SCN dosud neběží. Hodinové geny Per2 i Bmal1 jsou 
sice transkribovány, ale bez rytmu v jejich expresi není ani rytmické potlačení exprese dalších 
genů a tudíž nelze mluvit o funkčním hodinovém mechanismu. Pozoruhodný je však rytmus 
v expresi genu Rev-erbα, který je takto hodinovým genem, jehož rytmická exprese se objevuje 
jako první a to dokonce ve fázové shodě s dospělými potkany. Víme sice, že se funkční 
embryonální hodiny přirozeně vyvinou i v případě arytmických matek95, ale pokud je mateřský  
Obr. 4 Exprese hodinových genů Per2, Bmal1 a Rev-erbα v SCN potkaních 19- a 21denních 
embryí v průběhu 24 hodin od 18 hodin večer do 18 hodin následujícího dne. Kosinorová 
analýza prokázala signifikantní rytmus v expresi genu Rev-erbα v obou věcích a v expresi genů 




oscilátor funkční, seřídí fetální hodiny do souladu s vlastní fází96. Nabízí se tedy domněnka, že 
by exprese Rev-erbα mohla být časově řízena mateřským organismem a předávat tak informaci  
o vnějším čase přímo do počátku embryonálních oscilací. Možných prostředků si k tomu 
můžeme představit více: jednak bylo v promotoru tohoto genu nalezeno více responzivních 
elementů, skrze které by mohla být jeho trankripce posílena 97,98, a jednak sám bílkovinný 
produkt REV-ERBα je známým sirotčím receptorem, u něhož byla prokázána vazba hemu99, 
nebo například oxidu uhelnatého100, který by tak také mohl sloužit coby signální molekula. 
Další zajímavou vlastností tohoto proteinu je, že se dokáže vázat na promotor svého vlastního 
genu a teoreticky tak potlačit svoji vlastní expresi101. Je proto dokonce představitelné, že 




Obr. 5 Exprese hodinami kontrolovaných genů c-Fos, Avp a Vip v SCN potkaních 19- a 
21denních embryí v průběhu 24 hodin od 18 hodin večer do 18 hodin následujícího dne. 
Kosinorová analýza prokázala signifikantní rytmus v expresi všech genů. V případě genů Avp 
a Vip došlo mezi věky E19 a E21 k signifikantnímu posunu fáze. 
12 
  
Dalším pozorováním z profilu E19 je, že všechny tři zkoumané hodinami řízené geny (c-
Fos, Avp i Vip, jak je možno vidět na obr. 5) jsou již v této fázi vývoje v SCN rytmicky 
exprimovány. Není to přímo překvapivé, neboť funkce těchto genů úzce souvisí s neuronální 
aktivitou buněk fetálních SCN, která je již v tomto věku měřitelná92. Z výše popsaného však 
vyplývá, že jejich rytmicita nemůže být řízena embryonálními hodinami samými, ale 
pravděpodobně nějakou cestou mateřským oscilátorem. U genů c-Fos i Avp je známo, že jejich 
transkripce může být posílena fosforylovaným proteinem CREB skrze CRE elementy v jejich 
promotorech103,104, a i jejich shodná fáze by nasvědčovala tomu, že by mohlo jít o tento způsob 
regulace. V případě Vip je zajímavé, že jeho receptory, které jsou ve vyvíjejícím se mozku 
přítomné105, dokáží v suprachiasmatických neuronech dospělého jedince právě fosforylaci 
CREBu spustit106,107, což by naznačovalo další možné spojení. 
Konečně ve věkovém profilu E21 již zřetelně rytmují všechny tři sledované hodinové 
geny. Dokonce jejich vzájemné fáze jsou nastaveny stejně jako u dospělého jedince. Máme 
tedy v rukou jednoznačný doklad toho, že v okamžiku porodu, který by byl následoval 
pouhých několik hodin po posledním bodu tohoto časového profilu, přicházejí na svět mláďata 
s fungujícími hodinami, jejichž geny jsou rytmicky exprimovány i v náležitém fázovém vztahu. 
A je možné, že už v tomto stádiu vývoje embryonální hodiny začínají promlouvat do exprese 
dalších genů, poněvadž právě tak by se dal eventuelně vysvětlit časový posun mezi oběma 
profily v expresi genu Avp, jehož transkripci mohou hodinové geny ovlivnit pomocí E-boxu 
předřazenému jeho genové sekvenci108. 
Poslední analýzou jsme srovnali úroveň exprese jednotlivých genů mezi oběma profily 
(obr. 6). Na tom, kterak signifikantně narostla hladina exprese genů rytmických již v E19, 
můžeme pozorovat postupný rozvoj rytmicity embryonálních hodin. Zajímavé je, že u genů 
v E19 nerytmických hladina exprese do E21 prudce poklesla, což by bylo možné vysvětlit 
všeobecně spíše supresivní povahou regulace exprese hodinových genů46. 
 
Obr. 6 Srovnání hladiny exprese jednotlivých genů mezi nejvyššími (černé sloupce) a 
nejnižšími (bílé sloupce) denními hodnotami a mezi věky E19 a E21. U nerytmických genů je 
použit průměr dvou bodů (šrafované sloupce). Signifikantní rozdíly vyznačeny hvězdičkami. 
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Vyvíjející se embryonální hodiny mají více cest jak přečíst vnější čas 
Embryonální hodiny tedy začínají svůj chod ještě v lůně matky a jejich fáze je nastavena 
ve shodě s ní. Jelikož je cirkadiánní rytmicita ve fetálních SCN předprogramována geneticky, 
vyvinou se funkční mláděcí oscilátory i v péči matky, která sama má SCN odstraněna109,110. 
Její potomci však budou mezi sebou vzájemně desynchronizováni, protože mateřské nastavení 
fáze v tomto případě schází111. Dlouhá desetiletí již trvá zájem vědců o to, jakými signály 
matka své plody o vnějším čase informuje. Byl například zjištěn významný podíl mateřského 
chování, potažmo načasování příjmu potravy. Chování dospělých potkanů po lézi SCN bývá 
arytmické v rychlém střídání klidu a aktivity, když však experimentátoři umožnili březím 
samicím s odstraněnými SCN přístup k potravě jen ve vymezené části dne, jejich chování se 
tím opět rytmizovalo a jejich mláďata opět nabyla vzájemné synchronicity112. Podobně se na 
březích samicích křečka zlatého bez funkčních SCN testoval vliv dopaminu a ukázalo se, že i 
jediná dávka tohoto hormonu stačila synchronizovat mláďata ve vrhu, konkrétně jejich 
pohybovou aktivitu ve věku 20 dnů113. Nejčastěji zkoumanou signální molekulou však je 
melatonin, jehož rytmický noční výlev k tomu přímo vybízí. Krom toho melatonin dobře 
prostupuje přes placentu114 i hematoencefalickou bariéru115 a v embryonálních SCN byla 
prokázána přítomnost jeho receptorů116 i vazba od věku E18 117. Experimenty zkoumající, zda 
se fetální SCN jsou schopna synchronizovat i bez přítomnosti mateřského melatoninu, se ve 
svých výsledcích bohužel rozcházejí118,119. Slabinou těchto prací je, že původní fázi fetálních 
hodin odvozují až z druhotných ukazatelů u mláďat ve věku 10 nebo 20 dnů věku, kdy původní 
stav synchronicity vrhu už mohl být překryt dalšími vlivy. Přesvědčivější výsledky přinášejí 
pokusy, v nichž se stav hrozící desynchronizace mláďat ve vrhu podařilo zvrátit pomocí 
aplikace melatoninu119,120. Zejména v elegantním pokusu provedeném na březích samicích 
křečka zlatého, kterým bylo odstraněno SCN a byly drženy v konstantních podmínkách, byl 
prokázán synchronizační efekt melatoninu na hodiny jejich embryí. Březí samice dostávaly po 
8 dní před porodem dvě injekce denně v rozestupu 12 hodin, z nichž pouze jedna (buď polední, 
nebo půlnoční) obsahovala kromě vehikula i melatonin. Po odstavu ve 20 dnech věku byla 
proměřena pohybová aktivita jejich mláďat a ukázalo se, že vrhy jsou skutečně 
synchronizovány a to v protifázi vůči sobě podle doby podání melatoninu121. Podobného 
schematu podávání melatoninu využil další pokus, ve kterém byla dospělým křečkům 
transplantována fetální SCN namísto jejich odstraněných. Opět se prokázalo, že fetální SCN, 
která byla s to řídit pohybovou aktivitu dospělých jedinců, synchronizovala svou fázi dle 
melatoninových a nikoliv vehikulových injekcí122. Toto pozorování nám tedy přináší informaci 
o přímé reakci embryonálních SCN na podání melatoninu, zatímco předchozí pokusy 
usuzovaly na jejich fázi pouze zprostředkovaně po uplynutí doby nutné k odchovu a odstavu 
mláďat. Bezprostřední vhled do změn ve fetálních SCN na úrovni genové exprese však podán 
nebyl a to se stalo předmětem naší práce Melatonin Administered During the Fetal Stage 
Affects Circadian Clock in the Suprachiasmatic Nucleus but Not in the Liver. 
 
Melatonin seřizuje rytmy v expresi fetálních SCN na jinou dobu než vehikulum 
V tomto pokusu jsme se rozhodli prověřit účinek melatoninu pravidelně podávaného 
posledních 5 dní před porodem na expresi dvou hodinami kontrolovaných genů (c-Fos a Avp) 
v SCN novorozených mláďat. O těchto genech je známo, že již v této fázi vývoje vykazují 
měřitelný rytmus v expresi96. Proto jsme čerstvě zabřezlé potkaní samice umístili do podmínek 
stálého světla, za kterých potkani po dvou týdnech ztrácejí endogenní pohybovou rytmicitu 
podobně jako při lézi SCN123,11 a které také trvale potlačují syntézu melatoninu v šišince124. 
Oba tyto předpoklady jsme ověřili kontrolními měřeními. Za takových podmínek by samice 
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měly porodit mláďata, která nejeví žádnou vzájemnou synchronicitu111. Že se tak děje i 
v našich podmínkách, jsme prověřili kontrolním 24hodinovým profilem novorozených mláďat 
o 5 časových bodech po 6 hodinách. Hlavičky mláďat i mozek jejich matky jsme uchovali 
hluboce zmražené pro další zpracování. Další takto připravené březí samice jsme rozdělili do 
dvou skupin. Obě skupiny dostávaly posledních 5 dní před porodem (E17-E21) v 17:00 
pravidelnou intraperitoneální injekci, jedna skupina melatoninu (ve farmakologické dávce) a 
druhá pouhého vehikula. Po porodu jsme z jedno- až dvoudenních mláďat obou skupin 
sestavili 24hodinové profily o 9 časových bodech po 3 hodinách a uchovali jejich hlavičky a 
vzorky jater hluboce zmražené pro další zpracování. Třetí sadu profilů z novorozených mláďat 
jsme ve stejném experimentálním schematu sesbírali s využitím pinealektomovaných matek, 
tedy samic, jimž byla dlouho před zabřeznutím chirurgicky vyňata šišinka. Po celou dobu 
experimentu jsme také kontrolovali pohybovou aktivitu březích samic pomocí infračerveného 
pohybového čidla. Ze zmražených hlaviček (i mozků samic z kontrolního experimentu) byly 
připraveny tkáňové řezy a exprese genů v SCN byla stanovena metodou hybridizace in situ 
(laserová mikrodisekce v době přípravy dat nebyla k dispozici). Ze vzorků jater byla postupem 
s využitím komerčního kitu izolována RNA, dále reverzně transkribována a následně byla 
změřena genová exprese pomocí kvantitativní PCR. Získaná data jsme statisticky vyhodnotili 
kosinorovou analýzou. 
 
Obr. 7 Dvojitý záznam pohybové aktivity březí samice v průběhu experimentu. Každý řádek 
představuje dva dny záznamu. V den E0 byla zabřeznutá samice vypuštěna do stálého světla. 
Hvězdičkou je vyznačeno podání (vehikulové) injekce. Tento záznam představuje příklad 
samice, která na podání injekce reagovala zvýšenou pohybovou aktivitou po dobu 2 hodin. 
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Výchozí myšlenkou našich experimentů bylo, že březí samice v podmínkách stálého 
osvětlení nebudou s to přivést na svět vrh synchronizovaných mláďat. Sledovali jsme proto 
jejich pohybovou aktivitu a ukázalo se, že březí zvířata reagovala zcela obvyklým 
způsobem125: nejprve jejich aktivita ubíhala s rytmem o výrazně prodloužené periodě a 
přibližně po dvou týdnech se zcela fragmentovala v několikahodinových nepravidelných 
cyklech (ukázkový záznam pohybové aktivity lze najít na obr. 7). Podobně kontrolní profil 
mateřských SCN ukázal nerytmickou expresi hodinami kontrolovaných genů c-Fos a Avp 
(obr. 8). Literatura potvrzuje, že za stálého světla jsou jednotlivé neurony SCN vzájemně 
desynchronizovány126 a proto nemohou vytvořit rytmus v genové expresi ani vysílat 
jednoznačný a robustní synchronizační signál do ostatních částí těla. Stejnětak melatoninový 
signál je za těchto podmínek potlačen124 a nepřináší k vyvíjejícím se plodům žádnou časovou 
informaci. Důkazem, že v takto uspořádaném pokusu matka neposkytuje svým potomkům 
cirkadiánní synchronizaci, nám budiž kontrolní profil mláďat, jejichž exprese genů c-Fos a Avp 
zůstala bez rytmu (obr. 8). 
Zcela odlišnou situaci lze pozorovat u profilů mláďat, jejichž matkám jsme 5 dní před 
porodem podávali pravidelnou injekci melatoninu (obr. 9), tedy v době, kdy chování matek již 
bylo arymtizováno a kdy současně v ontogenezi vznikají neurony SCN a přijímají první 
signály od matky. Tyto profily vykazují signifikantní rytmus v expresi obou genů s akrofází  
shodně načasovanou těsně před počátek subjektivního dne. Melatonin jsme březím samicím 
podávali v podvečer, tedy v době, kdy přirozeně nastupuje melatoninový signál, a je proto 
zajímavé porovnat expresi našich pokusných mláďat s expresí mláďat měřenou za 
fyziologických podmínek publikovanou v literatuře dříve125. V takovém srovnání se ukazuje, 
Obr. 8 Exprese hodinami kontrolovaných genů c-Fos a Avp v SCN potkaních matek, které byly 
po celou dobu březosti vystaveny stálému světlu, a jejich jedno- až dvoudenních mláďat. 
24hodinový profil začíná v 6 hodin ráno a končí v 6 hodin ráno následujícího dne. Kosinorová 




Obr. 9 Exprese hodinami kontrolovaných genů c-Fos a Avp v SCN jedno- až dvoudenních 
mláďat, jejichž matky byly po dobu březosti vystaveny stálému světlu. Další experimentální 
podmínky jsou shrnuty po levé straně. 24hodinové profily začínají v 18 hodin večer a končí v 18 
hodin následujícího dne. Signifikantně rytmické profily stanovené kosinorovou analýzou jsou 
vyznačeny sinusovou křivkou. V případě intaktních matek analýza nalezla signifikantní rozdíl 
mezi akrofázemi exprese obou genů mezi vehikulovou a melatoninovou skupinou. Podobně u 
pinealektomovaných matek analýza prokázala signifikantní posun fáze v expresi Avp mezi 
vehikulovým a melatoninovým profilem. 
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že oboje profily jsou v přibližné fázové shodě, přičemž akrofáze rytmů v expresi c-Fos a Avp 
mláďat matek chovaných na standardním světelném režimu přichází o 3-4 hodiny později než 
v případě našeho experimentu. Tento rozdíl by bylo možné vysvětlit například tím, že samice 
chované v režimu 12 hodin světla + 12 hodin tmy mohly svým embryím poskytnout delší 
melatoninový signál, než samice na stálém světle, které dostaly jedinou dávku melatoninu na 
počátku subjektivní noci (přičemž je známo, že melatonin se z krevního oběhu rychle 
odbourává na 6-sulfatoxymelatonin127). Rovněž je pozoruhodné, že v obou lehce odlišných 
modelových situacích (buďto intaktní nebo pinealektomované samice na stálém světle) 
dopadly výsledky experimentu shodně: exprese obou genů byla signifikatně synchronizována 
s akrofází kolem 5. hodiny ranní. To vše dohromady potvrzuje, že melatoninový signál podaný 
embryím v nepřítomnosti jakéhokoliv jiného rytmického signálu synchronizoval jejich fetální 
hodiny v SCN, a to až na úrovni exprese genů c-Fos a Avp. 
Zatímco účinek melatoninu jsme na základě dosavadních vědeckých poznatků mohli 
očekávat, synchronizační účinek samotného vehikula (fyziologický roztok s 2% přídavkem 
etanolu) byl poněkud překvapivý už proto, že možnost synchronizovat pohybovou aktivitu 
dospělých potkanů pouhou procedurou injekčního podání byla experimentálně vyvrácena128. 
Z výsledků našeho pokusu, kdy byl synchronizován profil mláďat intaktních matek v expresi 
obou sledovaných genů, však vyplývá, že v případě březích samic je tomu jinak. Z literatury 
víme, že pokud by chování matek vykazovalo výraznou rytmicitu, mělo by to dopad i na fetální 
SCN, to jsme ale u našich pokusných zvířat nepozorovali. Ani periodogramy vyhodnocené 
χ2 testem neodhalily v jejich chování rytmus pod žádnou periodou. V případě 2 z celkových 8 
vehikulových samic (a také 3 z 9 u samic injikovaných melatoninem) bylo možné pozorovat 
ponejvíce dvouhodinovou zvýšenou aktivitu bezprostředně po podání injekce, ale to samo o 
sobě k vysvětlení rytmicity nepostačuje. Provedli jsme tedy test vlivu vehikula na hladinu 
kortikosteronu 30 minut po injekčním podání březí samici držené na stálém světle a ukázalo se, 
že pouze 2 z 5 testovaných samic měly hladinu tohoto stresového hormonu zvýšenu. Z toho lze 
usuzovat, že některé ze samic v našem pokusu, ne však všechny, mohly být pouhým 
kontrolním podáním vehikulové injekce ovlivněny. Jakým mechanismem by se pak mohl 
behaviorální stav matky přenést až na úroveň cirkadiánní rytmicity embryonálních hodin, není 
jasné. Spekulovat bychom mohli například o prostřednictví serotoninu, který má svoje 
receptory v dospělých SCN129 a změny v jeho hladině u březích samic potkana má dopady až 
na expresi Vip v SCN jejích plodů130, nebo o nějakém jiném neznámém mechanismu. 
S podobným účinkem injekčního podání březí samici se můžeme setkat také ve výše popsaném 
pokusu na křečcích zlatých121. Podstatné však je si povšimnout, že ať už profil mláďat 
intaktních samic synchronizovalo podání vehikula jakkoliv, synchronizovalo jej to 
v signifikantně odlišné fázi oproti injekcím melatoninu. Pravidelné injekce vehikula 
načasovaly rytmus genové exprese jednou na 23 hodin, jednou na 3 hodiny v noci a v případě 
pinealektomovaných samic dokonce s velmi slabou amplitudou na 14 hodin, nebo v případě 
genu c-Fos vůbec ne. Na druhé straně melatonin sesynchronizoval genovou expresi vždy 
shodně na 5-6 hodin ráno a jeho vliv je tak podstatně silnější a fyziologicky má vyšší relevanci. 
Při pohledu na to, o kolik slabší účinek vehikula je u pinealektomovaných samic, by nebylo 
bez zajímavosti zjistit, zda se zvířatům kupříkladu po dané operaci významně nezvýšil práh 
bolestivosti. 
Výsledky ze zkoumání exprese hodinových genů v játrech novorozených mláďat 
intaktních samic odhalily všechny čtyři zkoumané geny jako nerytmické, a to u obou 
experimentálních skupin (obr. 10). Uvažovat o možném synchronizačním vlivu mateřského 
melatoninového signálu nebylo neopodstatněné, protože melatoninové receptory v jaterní tkáni 
nalezeny byly131 a rytmus v expresi genu Rev-erbα byl zachycen již v játrech dvoudenních 
potkaních mláďat132. Z našeho měření však vyplývá, že pobyt březích samic na stálém světle 




Obr. 10 Exprese hodinových genů Per1, Per2, Bmal1 a Rev-erbα v játrech jedno- až 
dvoudenních mláďat intaktních matek chovaných po dobu březosti na stálém světle, kterým 
bylo podáváno vehikulum (vlevo), nebo melatonin (vpravo). 24hodinové profily začínají v 18 
hodin večer a pokračují do 18 hodin následujícího dne. Kosinorová analýza všechny profily 
vyhodnotila jako nerytmické. 
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nedokázal účinek světla zvrátit. Zde je patrné, že regulační mechanismy pro jednotlivé 
periferní tkáně se liší už v tak útlém věku, neboť v případě mláděcích nadledvinek byla 




Jak již měl čtenář příležitost nahlédnout, mateřská cirkadiánní synchronizace fetálních 
oscilátorů je komplexní a redundantní systém, kde je jedna složka kdykoliv připravená nahradit 
jinou, vyřazenou. Příroda nám tak jeho studium nijak neusnadňuje. Přesto věřím, že se nám 
podařilo podat přesvědčivý důkaz o tom, že melatonin vedle dalších složek hraje v tomto 
systému důležitou úlohu a že je podstatně silnějším synchronizátorem fetálních SCN než pouhé 
vehikulum. V naší pozdější práci, kterou jsem ale kvůli lepší posloupnosti výkladu předřadil, 
jsme ukázali, že prvním hodinovým genem, jehož exprese začíná v průběhu vývoje fetálních 
SCN rytmovat, je gen Rev-erbα a ostatní hodinové geny se připojují teprve později - avšak 
dříve, než se nové potkaní mládě narodí. V této souvislosti může jen autor zalitovat, že se 
pořadí objevů neodehrálo v opačném gardu, neboť se znalostí role Rev-erbα by bylo jistě 
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